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Verfahren zur Herstellung von oxydierten Steroiden 

Patentiert im Gebiet der Bundesrepublik Deutschland vom 17. August 1964 an 
Patentanmeldung bekanntgemadit am 2. August 1956 
Patenterteilung bekanntgemadit am 3. Januar 1967 
Die JPrioritat der Anmeldungen in der Sdiweiz vom 21. August, 4. September 1953 und 24. Marz 1954 

ist in Anspruch genommen 



Gegenstand der Erfindung ist ein neues Verfahren 
zur Herstellung von Oxydationsprodukten der Steroid- 
reihe, insbesondere zum Abbau der Seitenkette von 
Pregnanverbindungen und zur Herstellung von un- 
5 gesattigten Verbindungen der Androstanreihe auf 
biochemischem Wege. 

Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daB 
man auf gesattigte oder ungesattigte Androstane oder 
Pregnane, die in der 3- und der 17- bzw. in der 
10 20-Stellung eine freie oder geschiitzte Oxy- oder Oxo- 
gruppe aufweisen, Kulturen von Fusarium solani, 
Fusarium caucasicum, Rhizopus suinus, Venturia 
chlorospora oder Venturia linicerae bzw. darin ent- 
haltene Enzyme einwirken laBt. 



Zur Kultur der genannten Pilze eignen sich die an 15 
sich hierfur bekannten Nahrboden, z. B. solche mit 
Zuckern, wie Glucose oder Lactose, mit Peptonen, 
Maisquellwasser oder Sojaprodukten sowie mit Mine- 
ralsalzen, oder aber synthetische Nahrlosungen. Man 
rxbeitet insbesondere unter aeroben Bedingungen, ao 
beispielsweise in einer Schuttelkultur oder bei unter- 
getauchtem Wachstum unter Ruhren und Luft- 
zufuhr. Die Eumyceten unterscheiden sich von anderen 
Mikroorganismen, z. B. den Bakterien, durch gutes 
Wachstum unter verhaltnismaBig einfachen Zucht- 25 
bedingungen. Die verfahrensgemafie Reaktion findet 
in der beschriebenen Pilzkultur bzw. mit den darin 
enthaltenen, gegebenenfalls angereicherten oder ab- 
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getrennten Enzymen start, im einfachsten Fall 
also in einer Aufschlammung des abgetrennten Pilz- 
myzels, des homogenisierten Pilzmyzels oder in 
dessen Filtraten bzw. wasserhaltigen Extrakten. 

5 Als Ausgangsstoffe fur das neue Verfahren ver- 
wendet man gesattigte oder ungesattigte Verbin- 
dungen der Pregnan- und Androstanreihe, z. B. 
Progesteron, ii-Dehydroprogesteron, n - Ketoproge- 
steron, n-, 12- oder 14-Oxyprogesterone, 5- oder 

10 4-Pregnen-3-ol-20-one, 5-Pregnen-3, 20-diole, 11-Des- 
oxycorticosteron, Corticosteron, 1 i-Dehydrocorticoste- 
ron, 4- oder 5-Androsten-3, 17-dion, Testosteron, 
5 - Androsten - 3 - ol - 17 - on, Adrenosteron, Pregnan- 
3, 20-dion, Pregnan-3-ol-20-on, Androstan-3, 17-dion, 

15 Allopregnan-3, 20-dion, 3 0-Acetoxyallopregnan-2O-on 
bzw. entsprechende Verbindnngen mit geschiitzten 
Oxy- oder Oxogruppen. In den Ausgangsstoffen 
. stellt die geschutzte Oxygruppe z. B. eine mit einer 
aKphatischen, aromatisghen oder heterocyclischen 

20 Carbonsaure, beispielsweise Essigsaure, Propionsaure, 
Benzoesaure oder Furancarbonsaure, veresterte 
oder eine veratherte Oxygruppe dar, z. B. die 
Tetrahydropyranyloxy-, Benzyloxy- oder Triphenyl- 
methoxygruppe. Die geschutzte Oxogruppe ist vor- 

35 teilhaft eine ketalysierte Oxogruppe, abgeleitet ins- 
besondere von einem zweiwertigen Alkohol, wie die 
Athylendioxygruppe. Im Ubrigen konnen die Aus- 
gangsstoffe Doppelbindungen enthalten, z. B. in 
4-, 5-, 6-, 7-, 8-, 9 (11)- n- oder 14-Stellung, oder 

30 zusatzliche Substituenten aufweisen, wie freie oder 
geschutzte Oxy-, Oxo- oder Carboxylgruppen, ferner 
Epoxygruppen oder Halogenatome; beispielsweise in 
4-, 5-, 6-, 7-, 8-, 9-, 11-, 12-, 14-, 15- oder 21-Stellung. 
Die vorstehend genannten Ausgangsstoffe sind von 

35 beliebiger sterischer Konfiguration. Das Verfahren 
laBt sich audi mit Gemischen durchfiihren, die einen 
oder mehrere der vorstehend genannten Ausgangs- 
stoffe enthalten. Sa erhalt man z. B., ausgehend von 
dem bei der Cholesterinoxydation gebildeten Neutral- 

40 teil, insbesondere nach anschlieBender Dehydrierung 
der 3-standigen Oxygruppe unter anderem das 
I, 4-Androstadien-3, 17-dion. 

Die Abtrennung der Verfahrensprodukte laBt sich 
nach bekannten Methoden durchfuhren. Sie kann 

45 z.B. durch Extraktion des Reaktionsgemisches mit 
einem organischen Losungsmittel, z.B. Methylen- 
chlorid oder Essigester, erfolgen. Fiir die weitere 
Reinigung des so erhaltenen Extraktes eignen sich 
besonders chromatographische Methoden, z.B. Ad- 

50 sorption an Aluminiumoxyd oder SiHcagel, Anwen- 
dung von Verteilungsmethoden, z.B. dem Gegen- 
stromverfahren, oder die Trennung mit den soge- 
nannten » Girar d-Reagenzien «, wie Trimethyl- 
ammonium- oder Pyridinium-essigsaurehydrazid. An- 

55 schlieBend an die Reinigung oder an ihrer Stelle wird 
schlieBlich vorzugsweise aus organischen oder waBrig- 
organischen Losungsmitteln. innkristallisiert. 

Mit dem neuen biocheraischen Verfahren lassen 
sich z.B. das Progesteron wie auch das 5-Pregnen- 
60 3 0-01-20-on, n-Desoxy-corticosteron oder 4-An- 
drosten-3, 17-dion unter Verwendung z, B. von 
Fusarium solani in nur einer Verfahrensstufe und mit 
hoher Ausbeute in das 1, 4-Androstadien-3, 17-dion 



uberfuhren. Diese Umwandlung ist auf chemischem 
Wege nur in einem vielstufigen Verfahren mit wesent- 65 
lich niedrigerer Gesamtausbeute moghch. Das 1, 4-An- 
drostadien-3, 17-^dion stellt ein wichtiges Ausgangs- 
material fur die Synthese des Oestrons dar, das daraus 
in einer einzigen Verfahrensstufe erhaltlich ist. Aus 
. den in der 4 (5)- und 5 (6)-Stellung gesattigten, in 70 
3-Stellung eine freie oder geschutzte Oxy- oder Oxo- 
gruppe aufweisenden Pregnanverbindungen lassen 
sich je nach der Dauer der Bebriitung die ent- 
sprechenden gesattigten 17-Ketone oder deren im 
Ring A dehydrierten Derivate, beispielsweise die 75 
1, 4-Androstadien-3 ll 17-dione gewinnen. Analog erhalt 
man aus den entsprechenden gesattigten Androstan- 
verbindungen deren im Ring A dehydrierten Ab- 
konnnlinge. Bei langerer Bebriitung wird aus Pro- 
gesteron, aus dem 1, 4-Androstadien-3, 17-dion und 80 
aus anderen genannten Ausgangsstoffen eine neue 
Verbindung, das 1, 2-Dehydrotestolacton vomF. = 219 
bis 220 0 und der spezifischen Drehung [a] " = — 49 ± 3° 
(c = 1,025 in CHCI3), erhalten. Dieses weist im 
Ultraviolettspektrum bei 242 m/i ebenfalls eine starke 85 
Bande auf (ioge = 4,23) und enthalt 75,70 % Kohlen- 
stoff und 8,05 % Wasserstoff (berechnet fiir CioH^Og : 
C 75,97; H 8,05 %). Mit anderen Pilzen, z.B. Rhizopus 
suinus, erhalt man an Stelle dieser Verbindung auch 
das bekannte Testolacton. 9<> 

Die Verfahrensprodukte konnen als Heilmittel oder 
als Zwischenprodukte zu deren Herstellung dienen. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele 
naher erlautert. 

Beispiel 1 95 

4 1 einer Nahrlosung, bestehend aus 30 cm 3 Mais- 
queJlwasser, 50 g Pepton, 200 mg Rohglucose und 
Leitungswasser, werden gleichmaBig in 13 Erlenmeyer- 
kolben je 1 1 Fassungsvermogen verteilt und steri- 100 
lisiert. Das * p H dieser Losungen betragt 6, 4. Sie 
werden mit einer Kultur des Pilzes Fusarium solani 
beimpft und bei 25 0 mechanisch geschuttelt. Nach 
48 Stunden hat sich der Pilz stark vermehrt. Auf die 
13 Erlenmeyerkolben verteilt man unter sterilen 105 
Bedingungen eine Losung aus ig Progesteron in 
45 cm 3 Aceton. Man schuttelt noch weitere 48 Stunden 
bei der vorstehend genannten Temperatur und filtriert 
dann vom Myzel ab. Das p H des Kulturnltrates betragt 
jetzt 7,9. 110 

Die Losung wird einmal mit 1500 cm 3 , zweimal mit 
je 1000 cm 3 und schlieBlich zweimal mit je 500 cm 3 
Methylenchlorid ausgeschiittejt. Der Extrakt wird 
zweimal mit je 300 cm 3 0,1 n-Salzsaure, zweimal mit 
je 300 cm 3 T°/ 0 iger Natriumbicarbonatlosung und 115 
dreimal mit je 300 cm 3 Wasser gewaschen, iiber Na- 
triumsulf at getrocknet und im Vakuum eingedampft. 
Den teilweise kristallinen Riickstand (1,14 g) chromato- 
graphiert man an einer mit 30 g Aluniiniumoxyd 
bereiteten Saule in einer Benzol-Petrolather-(6 : 4)-L6- lao 
sung nach der Durchlaufmethode. 

Die Benzol-Petrolather- und die Benzol-Eluate 
werden vereinigt und aus Aceton-Petrolather um- 
kristallisiert. Man erhalt papierchromatographisch 
einheitlichefarblose.rhombischePlatten vomF. = i45 «5 
bis 146 0 ; [a\ D « +no° ±4° (CHCy, +H2° ±4° 
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(Alkohol). Diese Verbindung stellt das bekannte 
r, 4-Androstadien-3, 17-dion dar. Ausbeute etwa 80%. 

Wird an Stelle der Progesteronlosung eine Losung 
aus ig 1 i-Desoxycorticosteron oder aus ig 4-An- 
5 drosten-3, 17-dion in 45 cm 8 Aceton einer ent- 
sprechenden Kultur von Fusarium solani zugesetzt, 
die Kultur in der oben beschriebenen Weise behandelt 
und aufgearbeitet, so erhalt man das 1, 4-Andro- 
stadien-3, 17-dion ebenfalls in hoher Ausbeute. 
10 Ersetzt man im obigen Beispiel die Kultur von 
Fusarium solani durch eine auf gleichem Nahrboden 
hergestellte Kultur von Fusarium caucasicum, so 
wird Progesteron mit gleich hoher Ausbeute in 
1, 4-Androstadien-3, 17-dion ubergefuhrt. 

15 Beispiel 2 

Zu 4I einer Kultur von Fusarium solani, die, wie 
im Beispiel 1 beschrieben, hergestellt wurde, gibt 
man unter sterilen Bedingungen eine Losung aus 
20 1 g 5-Pregnen-3/?-ol-20-on in 37 cm 3 MethanoL Die 
Kultur wird weitere 48 Stunden bei 26 0 geschuttelt, 
das Myzel darauf abfiltriert und das Kulturfiltrat, 
wie im Beispiel 1 beschrieben, mit Methylenchlorid 
extrahiert. 

25 Den Extraktionsruckstand chromatographiert man 
an einer mit 30 g Aluminiumoxyd bereiteten Saule 
in einer Benzol-Petrolather-(8 : 2)-L6sung nach der 
Durchlaufmethode. Die ersten Benzol-Petrolather- 
Fraktionen werden vereinigt (etwa 140 mg) und aus 

30 Aceton-Petrolather umkristallisiert. Die erhaltenen 
rhombischen Platten vom F. = 145 bis 146 0 stellen 
das 1, 4-Androstadien-3, 17-dion dar. Einzelne weitere 
Fraktionen des Chromatogramms enthalten in kleiner 
Menge das 5- Androsten-3 /?-ol-i7-on. 

35 Beispiel 3 

Eine Losung aus 20 g des bei der Chromsaure- 
oxydation des Cholesterylacetatdibromids gebildeten, 
entbromten, hydrolysierten und anschlieflend nach der 

40 Methode von Oppenauer dehydrieirten Neutralteils 
in 700 cm 3 Aceton gibt man zu 40 1 einer Kultur von 
Fusarium solani, dargestellt nach Beispiel 1, in einem 
ubfichen Kulturansatz unter Riihren und Beluften. 
Nach der im Beispiel 1 beschriebenen Bebriitung und 

45 Aufarbeitung gewinnt man 5,2 g 1, 4-Androstadien- 
3, 17-dion. 

Beispiel 4 

Zu 4 1 einer nach Beispiel 1 bereiteten Kultur von 
50 Fusarium caucasicum gibt man die Losung aus 1 g 
1, 4-Androstadien-3 J 17-dion in 35 cm 3 Aceton. Nach 
7tagiger Bebrutung wird, wie im Beispiel 1 beschrieben, 
aufgearbeitet und der erhaltene Extrakt nach der 
Entmischungsmethode gereinigt. Durch Umkristalli- 
55 sieren aus Aceton erhalt man schliefllich etwa 60% 
der neuen Verbindung 1, 2-Dehydrotestolactoii vom 
F. = 219 bis 220 0 und der spezifischen Drehung 
[a] * = —49 ±3° (c = 1,025 in CHCI3) ; Ultraviolett- 
spektrum: X max = 242m fi; logZ = 4,23. Milcro- 
60 analyse: 0 = 75,70, H = 8,o5%. 

Die gleiche Verbindung wird unter den Bedin- 
gungen des Beispiels 1 aus Progesteron, 5-Pregnen- 
3, 20-dion, 5-Pregnen-3^-ol-20-on, n-Desoxy-corti- 
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costeron oder 4-Androsten-3, 17-dion gewonnen, wenn 
man an Stelle von 2 Tagen 6 bis 10 Tage bebrutet. 65 

Beispiel 5 

Drei Erlenmeyerkolben von je 200 cm 8 Fassungs- 
vermogen, die je 50 cm 3 der im Beispiel 1 beschrie- 
benen sterilen Nahrlosung enthalten, werden mit 70 
Fusarium solani beimpft und 48 Stunden bei 2 6° 
mechanisch geschuttelt. Darin gibt man zu jeder 
Kultur eine Losung aus je 10 mg Allopregnan-3, 20-dion 
in 0,5 cm 3 Aceton und schiittelt weiter bei 26 0 . Nach 
24 und 48 Stunden sowie nach 7 Tagen wird je eine 75 
Kultur filtriert und, wie im Beispiel 1 beschrieben, 
extrahiert. Die drei Extraktionsriickstande 1 bis 3 
werden papierchromatographisch untersucht. Die 
Extrakte 1 und 2 enthalten' das Androstan-3, 17-dion, 
wahrend im Extrakt 3 das 1, 4-Androstadien-3, 17-dion 80 
vorhanden ist. 

Ersetzt man im vorstehenden Beispiel das Allo- 
pregnan-3, 20-dion durch eine entsprechende 3^-Acet- 
oxy-allopregnan-20-on-l6sung, so findet man in den 
Extrakten ebenfalls nach 24- bzw. 48stundiger Be- 85 
briitung das Androstan-3, 17-dion und nach 7tagiger 
Bebrutung das 1, 4-Androstadien-3, 17-dion. Ersetzt 
man im vorstehenden Beispiel das Allopregnan- 
3, 20-dion durch das Androstan-3, 17-dion, so findet 
man in den Extrakten nach 24- bzw. 48stundiger 90 
Bebrutung nur unverandertes Ausgangsmaterial und 
nach 7tagiger Bebrutung das 1, 4-Androstadien- 
3, 17-dion. 

Beispiel 6 

95 

4 1 einer sogenannten Czapek-Dox-Nahrlosung (Zu- 
sammensetzung: 2 g NaN0 3 , 1 g K a HB 4 , 0,5 g KC1, 
o,5 g MgS0 4 , 0,02 g FeS0 4 , 50 g Glucose in il 
Wasser) werden gleichmaBig in zwei SchuttelgefaBe 
verteilt, sterilisiert und mit einer Kultur des Pilzes 100 
Rhizopus suinus beimpft. Nach 2tagigem Schutteln 
bei 26 0 hat sich der Pilz gut entwickelt, und man gibt 
unter sterilen Bedingungen in jedes GefaB eine 
Losung aus 500 mg 11-Desoxycorticosteron in 15 cm 3 
Aceton. Man schiittelt noch weitere 4 Tage bei der 105 
vorstehend beschriebenen Temperatur und filtriert. 
dann vom Myzel ab. Das Kulturfiltrat wird wie 
beschrieben ausgeschuttelt und der Extrakt gewaschen, 
getrocknet und eingedampft. Der Ruckstand (1 g) 
wird im Gegenstromverfahren aufgetrennt. Dazu lost no 
man ihn in 50 cm 3 absolutem Athanol und 150 cm 3 
Wasser und zieht mit 200 cm 3 Benzol aus. Die untere 
Schicht wird abgetrennt und durchlauft vier weitere 
Scheidetrichter, die mit je 200 cm 3 mit 25%igem 
Athanol gesattigtem Benzol beschickt sind. Diese 115 
Prozedur wird viermal mit je 200 cm 3 mit Benzol 
gesattigtem 25%igem Athanol wiederholt, so daB 
schlieBlich funf Benzol- und funf waBrige Alkohol- 
losungen vorliegen. Sie werden im Vakuum ein- 
gedampft. Die papierchromatographische Unter- 120 
suchung zeigt, daB in den waBrig-alkoholischen 
Losungen nur wenig hochpolare Nebenprodukte vor- 
handen sind, wahrend die ersten drei Benzollosungen 
650 mg einer Verbindung enthalten, die etwas hoher- 
polar als das Ausgangsmaterial ist und kein Reduk- 125 
tionsvermogen besitzt. Durch Umkristallisieren aus 
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Acetonpetrolather erhalt man das Testolacton in 
Nadeln vom F. = 203 bis 206 0 ; [a] D = + 4°° 
(c = 1065 in Chloroform) Absorptionsbanden 1m 
Infrarot bei 5,81, 5,9^ ™d 7,17 ft (Nujol = besonders 
gereinigtes Paraffinol). 
Mikroanalyse fur C^HagOj,: 

berechnet 075,46%, H 8,67%; 

gefunden , C 75.26%, H8,8o%. 

Beispiel 7 

Vier Erlenmeyerkolben von je 200 cm 3 Fassungs- 
vermogen, die je 50 cm 3 der im Beispiel 1 beschriebe- 
nen sterilen Nahrlosung enthalten, werden mit 

15 Fusarium solani beimpft und 48 Stunden bei 26 0 
mechanisch geschiittelt. Dann trennt man das Myzel 
der vier Kulturen einzeln ab und wascht es mit Wasser. 
Die Myzele von zwei Kulturen werden direkt in zwei 
Erlenmeyerkolben in je 50 cm 3 destilliertem Wasser 

20 suspendiert, wahrend die andern zwei Myzele einzeln 
zuerst in einem Homogenisator mit 50 cm 3 destfflier- 
. tern Wasser zerkleinert und erst dann in je einen 
Erlenmeyerkolben ubergefuhrt werden. Zu den zwei 
Myzelaufschlammungen und den zwei Mycelhomo- 

25 genaten gibt man je eine Losung von 10 mg Progeste- 
ron in 0,5 cm 3 Aceton und laBt die mit Watte yer- 
schlossenen Erlenmeyerkolben bei 26 0 mechanisch 
schiitteln. Nach 36 Stunden werden eine Myzel- 
aufschlammung und ein Mycelhomogenat filtriert 

30 und, wie im Beispiel 1 beschrieben, extrahiert. Die 
papierchromatographische Untersuchung zeigt, daB 
die Extraktionsruckstande neben wenig Progesteron 
zur Hauptsache 1, 4-Androstadien-3, 17-dion ent- 
halten. Nach 7 Tagen werden die zweite Myzel- 

35 suspension und das zweite Myzelhomogenat in gleicher 
Weise aufgearbeitet und untersucht. In den so er- 
haltenen Extrakten ist einzig r, 2-Dehydrotestolacton 
vorhanden. 

Beispiel 8 

40 Wird im Beispiel 6 an Stelle der Kultur von 
Rhizopus suinus eine solche von Venturia chlorospora 



oder Venturia linicerae verwendet und wird im 
tibrigen ii-Desoxycorticdsteron in gleicher Weise in- 
kubiert, so erhalt man nach analoger Aufarbeitung 45 
Testolacton vom F. = 203 bis 206 0 . 



PaTENTANSPRCCHE: 
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r. Verfahren zur Herstellung von oxydierten 
Steroiden durch Bebriitung der zu oxydierenden 
Steroide mit einer Kultur eines niederen Pilzes 
oder den daraus erhaltlichen Enzymen und Ab- 
trennung der Oxydationsprodukte, dadurch ge- 55 
kennzeichnet, daB man Androstane oder Pregnane, 
die in 3- und 17- bzw. in 20-Stellung eine freie 
oder geschiitzte Oxy- oder Oxogruppe enthalten, 
mit Kulturen von Fusarium solani, Fusarium 
caucasicum, Rhizopus suinus, Venturia chlorospora 60 
oder Venturia linicerae biologisch oxydiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man Verbindungen der Pregnan- 
oder Androstanreihe mit einer 4(5)- oder ${&)- 
standigen Doppelbindung, insbesondere Progeste- 65 
ron, 5-Pregnen-3 jS-ol-20-on, ii-Desoxycortico- 
steron, 4-Androsten-3, 17-dion, 5-Androsten-30-ol- 
17-on, ferner den bei der Chromsaureoxydation 
des Cholesterylacetatdibromids gebildeten, ent- 
bromierten, hydrolysierten und anschlieBend nach 70 
der Methode von Oppenauer dehydrierten 
Neutralteil sowie Allopregnan-3, 20-dion oder 
3j5-Acetoxy-allopregnan-20-on als Ausgangsstoffe 
verwendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch 75 
gekennzeichnet, daB man die Kultur des Pilzes 
bzw. darin enthaltene Enzyme 1 bis 2 Tage oder 

6 bis 15 Tage auf das Ausgangssteroid einwirken 

laBt ; 

: ~ 80 

In Betracht gezogene Druckschriften: 
USA.-Patentschrift Nr. 2 602 769; 
Experientia, Bd. 8, 1952, S.422; 
Research (London), Bd. 6, 1953, S. 309- 
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